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® Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien 

® Verfah ren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Iso- 
lierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, 
dadurch gekennzeichnet, daft man einer Nukleinsauren 
enthaltenden Probe aus biologischen Materialien eine 
Adsorptionsmatrix zusetzt, die derart beschaffen ist, daS 
sie Verunreintgungen, die zur Schadigung von Nuklein- 
sauren fuhren oder/und die Durchfuhrung enzymatischer 
Reaktionen verhindem oder/und enzymatische Reaktio- 
nen hemmen, bindan kann. und anschlieBend die Nukle- 
insauren gogebenenfalls von gebundenen Verunreini- 
gungen abtrennt. 
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Beschreihung 

Die vorlicgcndc Hrfindung bctrifrt cin Vcrfahrcn zur Stabilisicrung, Rcinigung oder/und isolicrung von Nuklcinsaurcn 
aus biologischcn Matcrialicn durch Kntfcraung von Verunreinigungen, z. B. von Nuklcinsaurcn schadigenden und enzy- 
5 matische Reakuonen hemmenden Substanzen. Dieses Verfahren ist insbesondere zur Analvse, zurn Nachweis Oder zur 
Isolierung von Nukieinsauren in Stuhlproben geeignet Weiterhin wirri ein fur die Durchftlhrung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens geeignetes Reagenzienkit oflenbart. 

Zahlreiche Beispiele aus verscbiedenen Forschungsbereichen belegen die BedeuLung der Analyse von Nukieinsauren 
aus biologischcn Matcrialicn, die mit Substanzen vcrunrcinigt sind, wclchc Nuklcinsaurcn wahrend dcr Lagcrung scha- 

LO digen und cine enzymatische Manipulation dcr Nuklcinsaurcn, z. B. durch Amplification hemmcn. Dabcr ist cs fur die 
Brauchbarkeit der in den biologischen Materialien enthallenen Nukieinsauren fur weitere Analysen wichtjg, daB diese 
Substanzen nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorhanden sind oder gSnzlich aus der Probe entfernt werden. 

Eine besondere Bedeulung besitzt die Analyse von Nukieinsauren aus Takalen Probeu. Die medizinische Hauplanwen- 
dung ist dcr Nacbwcis tumorspczifischcr Vcrandcrungcn von nuklcarcr DNA aus Stuhl, die als Parameter bci dcr l-riih- 

15 diagnose von lYimorcn des Vcrdauungstrakts dicnen kbnncn. 

Bine Methode zur Tsolierung von Nukieinsauren aus SluhJ win! in WO 93/20235 onTenbart. Diese Melhode ergiht je- 
doch nur geringe Ausbeulen an Nukieinsauren. Weilerhin wenien DNA-schiidigende oder/und PCR-heminende Subslan- 
zen nicht abgctrennt. Dahcr kann die isolicrtc DNA nicht liber langcrc Zcit gclagcrt werden und cine Amplitikation zur 
Vcrmchrung spczifischcr, zu analysicrcndcr (Jcnabschnittc dicscr DNA licfert kcinc rcproduzicrbarcn Hrgcbnissc. Bin 

20 besonders schwcrwicgcodcr Nachtcil des bekannten Verfahrens bestcht darin, daS bci dcr PCR-Amplifikation kcinc in- 
taktcn DNA-l-ragmcntc mit cinhcitlichcr Scqucnz entstchen, die fur cine wcitcrc Analyse notwendig sind. Um dicsc zu 
erhalten, isL eine aufwendige Klonierung der ainplinzierten GenabschnUle notwendig. Ntx:h ein weiterer Nachleil des 
Verfahrens des Stands der Technik beslehl. darin, daB die siark gesundheiLsschadigenden LosungsmiUel Phenol und 
Chloroform verwendet werden musscn. 

25 Eine dcr vorlicgcndcn Hrfindung zugrundc licgenden Aurgabc war somit die BcrcitstcUung cincs Verfahrens, mit dem 
Nukieinsauren in biologischen Materialien gegen Abbau stahilisiert und bei dem die enzymatische Manipulation von 
Nukieinsauren hemmende Substanzen abgetrennt werden kBnnen. Tnshesondere soil ein Verfahren bereitgestellt werden, 
das eine zuverlassige Isolierung von DNA aus fakalen Proben ennoglicbl. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Reinigung, Suibilisierung oder/und Isolierung von Nukieinsauren 

30 aus biologischcn Matcrialicn, welches dadurch gckcnnzcichnct ist, daB man cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe aus 
biologischcn Matcrialicn cine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Vbrunrcinigungcn zusctzt und anschlicUcnd die Nu- 
kieinsauren gege ben en falls von gebundenen Verunreinigungen abtrennt. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kann die Brauchbarkeit von aus biologischen Materialien isoiierten Nukiein- 
sauren, insbesondere DNA, deullich verbessert werden. Weilerhin werden durch den Zusaiz der Adsorplionsinatrix so- 

35 wohl Nukieinsauren schadigende als auch die enzymatische Manipulation beimnende Substanzen weilgehend abge- 
trennt Die durch das erfindungsgemaBe Vcrfahrcn stabilisicrtcn Nuklcinsaurcn konnen dahcr ubcr langcrc Zcit gclagcrt 
werden. Dariibcr hinaus werden bci cincr Amplifikation dcr durch Zusatz cincr Adsorplionsmatrix bchandcltcn Nukiein- 
sauren, a. B. durch PCR, reproduy.ierbare Ergebnisse erhalten. Diese Reproduzierbarkeil ist exsenuell Pur die Aussage- 
kraa der erhaltenen Hrgebnisse bei der Nuk I einsaure- Analyse. Die hohe Qualita! der durch das erfindungsgemafie \fer- 

40 fahren gereinigter Nukieinsauren zeigt stch beispielsweise darin, daB sie direkt durch Sequenzierung oder Heleroouplex- 
analyse untersuchl werden konnen. Eine Klonierung ist nicht notwendig. AuBerdein mussen beiin erfindungsgeiuaBen 
Vcrfahrcn kcinc gesundhcits schadigenden Losungsmittcl cingesetzt werden. 

Die bcim crfindungsgcmaBcu Nfcrfahrcn vcrwcndctc Adsorptionsmatrix ist dcrart beschaffen, daB sic Vcxunrcinigun- 
gen, die zur Sehkdigung von Nukieinsauren Tuhren <xler/und die Durchluhrung enzymaliseher Reaktionen verhindern 

45 ooWund enzynialische Reaktionen hemmen, wie elwa Ahbaupmdukle von Hamoglobin, B. Bilirubin, ixler/und Gal- 
lcnsaurcn oder Salzc davon, binden kann. \forzugs wcisc verwendet man cine unloslichc Adsorptionsmatrix, da in dicscm 
Fall cine Icichtcrc Abtrcnnung von dcr Probe moglicb ist 

Cute Frgebnisse werden mit einer Adsorptionsmatrix auf Basis von Kohlenhydraten oder/und Polypeptiden erhalten. 
Bcvorzugt ist cine Adsorptionsmatrix auf Basis von Kohlenhydraten, z. B. cine Adsorptionsmatrix, die Polysaccharide 

50 enlhalt Besonders bcvorzugt verwendeL man eine Adsorptionsmatrix, die a- <xier/und 0-glykosidisch verknupfLe Koh- 
lenhydrale enthaJl, z. B. Starke, Cellulose, Deri vale von Starke und Cellulose oder Mischungen davon. 

Am mcistcn bcvorzugt ist die Vcrwcndung von Mchlcn, d. h. im wcscntlichcn cincr Mischucg von CcUulosc, Starke, 
Lipidcn und Salzcn oder Bcstandtcilcn daraus. Als gecignct haben sich beispielsweise Mchlc aus Gctrcidc, Mais.Krbscn! 
Soja und Kartoffeln oder Bestandteile daraus bzw. Mischungen davon, erwiesen. FUr einen Fachmann ist es selhstver- 

55 standlich, daB nehen den genannten Mehlsorten auch andere Mehlsorten hzw. Mischungen von mehreren Mehlsorten 
oder BesUndleilen daraus eingesetzi werden konnen. Am meisten bcvorzugt ist die Vcrwcndung von KartoOelinehl oder 
Bestandleilen daraus. 

Wcitcrnin bcvorzugt ist die Vcrwcndung cincr Adsorplionsmatrix auf Kohlcnhydratbasis zusammcn mit loslichcn Bc- 
standtcUcn aus Mchlcn, insbesondere aus cincr oder mchrcrcn dcr obengenannten Mehlsorten. 

fio Die Menge, in der die Adsorptionsmatrix der biologischen Probe zugesetzt wirri, hangt im wesentlichen von der Be- 
schaffenheit der Probe, d. h. der Menge an Verunreinigungen, ah. Cute Frgebnisse wurrien erhalten, wenn man die Ad- 
sorptionsmatrix in einetn CJewichtsanlcU von 0,05 : 1 bis 1(K) : 1 bezuglieh der Nukieinsauren enthaltenden Probe ver- 
wendel. Besonders bevorzugt wird die Adsorptionsmatrix in einer Menge von 0,1 : 1 bis 10 : 1 zugesetzt. 

Die Nuklcinsaurcn cnthaltcndc Probe, die durch das erfindungsgemaBe Vcrfahrcn stabilisicrt werden soli, stammt aus 

65 biologischen Materialien, die Nukieinsauren ahbauende bzw. enzymatische Reaktionen henimemie Verunreinigungen 
enlhalten. Vor/.ugsweise slaTiiinl die Nukieinsauren enlhaltende Probe aus Fakalien. Sie kann jedoch auch beispielsweise 
aus andcrcn Qucllcn, z. B. <icwcbcn jeder Art, Knochcnmark, humancn und ticrischen Korpcrflussigkcitcn wie Blut, Sc- 
rum, Plasma, Urin, Sperma, Ccrebrospinainussigkeil, Sputum und Abslrichen, Pflanzen, Pnanzenteiien und -exlrakten, 



2 



DE 195 30 132 C 2 

*/«. B. -safttsn, Mikroorganisinen wie Baklerien, fossil en Proben, Bodenprohen, TCIarschlaniTn, Abwkssern und Tiebensmil- 
leln slanunen. Als Verunreinigungen konnen beispiclsweise Ahbauprodukte von Hamoglobin oder/und Gallcnsauren 
odcx Salzc davon, abcx auch andcrc Artcn von Verunreinigungen cnthaltcn scin. 

Zur besscren Handhabung des Vcrfahrcns hat cs sich als giinstig crwicscn, die Probe aus biologischcn Matcrialicn vor 
dem Zusatz der AdsorptionsTnatrix in einer Pufferlflsung aufzunehmen. Die Tnkubation der Probe mit der Adsorptions- 5 
matrix kann bei Raumtemperatur erfolgen. Die Tnkuhationsdauer kann in weiten Bereichen variiert werden. Nach der Tn- 
kubaiion kann die Adsorptionsmairix z. B. dureh Zentrifugadon von der Probe abgelrenni werden. 

Die Behandlung mil der Adsorpdonsmalrix fuhrt zu einer signifikanten Slabiiiuilserhohung der in der Probe enlhalle- 
ncn Nuklcinsaurcn und bci cincr anschlicBcndcn Isolicrung der Nuklcinsaurcn zu cincr besscren RcproduzicrbarkciL 
Dies gilt insbesonderc, wenn sich an die Isolicrung cine enzymadsche Manipulation der Nuklcinsaurcn. z. 13. cine Am- 10 
plifikation oder/und eine Restriktionsspaltung anschlie8t. Besonders bevorzugt wird die Amplification. z. B. dureh PCJR 
(Polymerase Chain Reaction), TXTR (T-igase Chain Reaction), NASBA (Nucleic Acid Base Specific Amplification) oder 
3SR (Self Sustained Sequence Replication) durchgefuhrL 

liin besonders bevorzugter Aspckt der vorlicgcndcn lirfindung ist die Analyse, der Nachwcis odcr die Isolicrung von 
Nuklcinsaurcn, insbesonderc DNA, aus Stuhlprobcn. Dureh das crfindungsgcmaBc Vcrfahrcn sind saubcrc und amplifi- 15 
y.ierbare Nuklcinsaurcn aus Takalen Pro ben erhaUlich, die zuui Nachweis von Muuilionen, insbesondere von luinorspe/.i- 
fischen DNA-MuiaUonen verwendei wenien konnen. 

Das crfindungsgcmaJic Vcrfahrcn besitzt groiJc Bcdcutung fur die Tumordiagnosrik, da cs den spezitischen Nachwcis 
nuklcarcr cukaryotischcr Nuklcinsaurcn in (icgenwart von Verunreinigungen und grower Mcngcn an baktcricllcn Nuklc- 
insaurcn crmOgiicht. 20 

Dureh Analyse von Stuhl-DNA untcr Anwcndung des crfindungsgcmaScn Vcrfahrcns konnen 'l\jmorcn des Vcrdau- 
ungslraklx, insbesondere Pankreas- o<ler Dannumioren, Hoi her unci genauer diagnosti/.iert werden. Diese Diagnose er- 
folgl. bei spielsweise dureh Uniersuchung von Onkogenen o<ler/und Tumors upprexsorgenen auf luniorspe/ifische DNA- 
Mutarioncn. Da Zcllcn von 'lumorcndcs Vcrdauungstraktcs lauicnd in den Stuhl abgcschilfcrt werden, ist cine Dctcktion 
von tumors pczitischen DNA-Mutationcn im Stuhl dureh das crhndungsgemabe Vcrfahrcn radglicb. 25 

Tm Gegensatz zum einzigen, aus dem Stand derTechnik bekannten nicht-invasiven Roudnetest auf kolorektale Tumo- 
ren, dem Test auf okkuites Blut im Stuhl, komml. es beim erfindungsgemaBen Verfahren nicht hzw. nur sehr selten zu 
falsch-posidven Ergebnissen. 

Dariiber hinaus ermoglichl der Nachweis von Mulationeu in CJeuen, die schon im AdenomsLadium, d. h. in einexn sehr 
friihen Stadium der Tumorprogrcssion muticrcn, cine dcutlich fruhcrc und spczifischcrc Diagnose als der StuhKBluttcsL 30 
Als gccignctc Objcktc der Mutation sanaly sen konnen insbesonderc das Tumorsuprcssorgcn APC (Adcnomatosc Polypo- 
sis Colt) (Fearon und Vogelstein (1990), Cell 61, 759-761) und das ras-Onkogen verwendet werden. Dureh Mutations- 
analysen dieser beiden Gene in DNA aus Stuhlproben konnen inshesondere Darmtumoren, z. B. Dickdarmtumoren, und 
Pankreastuinoren erfaCl werden. Neben dem APO-Gen und dem ras-(5en konnen natiirlich auch weilere tumorxelevanle 
Gene fUr die Krebsdiagnose als Analyseobjekte die □ en. 35 

liinc wcitcrc wichtigc Anwcndung fur die crfindungsgcmaBc Isolicrung von DNA aus fakalcn Probcn sind zoobiolo- 
gischc populationsgcnctischc, cvolutionsgcnctiscbc und botanischc Studicn und Untcrsuchungcn von 'ileren und Pflan- 
zen. Bisher seheilem derarlige Uniersuchungen sehr haufig an der SelLenheii einer HeraTl. und der geringen Wahrschein- 
lichkeiL, die betrefTenden Tiere an eineni bexlinimlen Ot an/.uLrefTen. Bei Kennlnis des ungefahren AufenthalLsories 
kann eine Analyse von zuriickgelassenen Fakalien dureh das erfindungsgeiniiBe Verfahren wichtige Hinweise auf den 40 
Verw andls chaf t s grad der Tiere, auf zurilckgelegte Wanderungswege oder auf die Nahiungsgewohnheilen der Here lie- 
fern, libenso konnen aus der Analyse fakalcr Nuklcinsaurcn, z. B. dureh Nachwcis mikrobiclkx odcr viralcr Nuklcinsau- 
rcn, wichtigc diagnostischc Infbrmationcn iibcr Infcktioncn, z. B. baktcricUcr odcr viralcr Art abgclcitct werden. 

Kin weilererGegensland der vorliegenden Krfindung ist ein ReagenzienkU zur Slabilisierung und Reinigung von Nu- 
kleinsiiuretn aus biologischcn Malerialien, uiiifassend: 45 

(a) cincn zur Aufnahmc cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe gccignctcn PutFcr und 

(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen aus den hiologischen Materialien, die derart ne- 
schaffen ist, daJ3 sic Verunreinigungen, die zur Schadigung von Nuklcinsaurcn ruhrcn oder/und die Durchfuhrung 
enzyniaiischer Reaklionen verhindem oder/und en/.ymadsche Reaklionen henimen, binden kann. 50 

Vorzugswcisc cnthalt das Rcagcnzicnkit zusatzlichc Mittcl zur Reinigung von Nuklcinsaurcn, die z. B. mincralischc 
oder/und organischc Tragcr sowic gcgcbcncnfalls Losungcn, Hilfsstoffc odcrVund Zubchor umfasscn. Mincralischc Bc- 
standteile von Tragern konnen heisptelsweise porose oder nicht-porose Metalloxide oder Metal Imischoxide, 7. B. Alu- 
miniumoxid, Htandioxid oder Zirkoniumriioxid, Silicagele, Material ien auf Basis von Glasern, z. B. modifizierte oder 55 
nicht-modifizierte (}laspurtikel oder (jlasmehl, QuarA Zeolithe oder Mischungen von einer oder iuehrerer der obenge- 
nannten Substanzen sein. Andererseits kann der TVager auch organischc Besiandteile enthallen, die z. B. aus gegebenen- 
falls mit funktioncllcn Gruppcn moditizicrtcn Latcxpartikcln, synthedschen Polymcrcn, wic ctwa Polycthylcn, Polypro- 
pylcn, Polyvinylidcntluorid, insbesonderc ultrahochmolckularcm Polycthylcn odcr HD-Folyctbylcn, odcr Mischungen 
von einer oder mehreren der zuvor genannten Substanzen ausgewahlt werden. fin 

Der Trager kann neispielsweise in Porm von Partikeln mit einer mi ttleren GrfiBe von 0,1 urn his 1000 pm vorliegen. 
Bei Verwendung eines pordsen Tragers isl eine mitQere PorengroBe von 2 urn bis KXX) um bevorzugt. Der TVager kann 
beispielsweise in Form loser Schultungen von Partikeln, Hllerschichten, z. B. aus Glas, Quarz oder Keraiiuk, Mcmbra- 
ncn, z. B. Mcrabrancn, in denen cin Silicagcl angcordnct ist, l-ascrn odcr Gewcbcn aus miner alischen 'Iragcrn, wic ctwa 
Quar/. <xler Glaswolle sowie in Fonn von Malices txler FritienTrialerialien aus synlhelischen Polyniercn vorliegen. 65 

Weiterhin kann das Reagen/JenkiL auch n<x;h geeignete Txisungen, z. B. Waschlosungen cxler Pufferlosungen zur Auf- 
nahmc der Probe cnthaltcn. Ein zur Aufnahmc cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe gccigoctcr Puffer ist bcispicls- 
weise ein PufTersystem auf Basis von IVis-HCl pH 9,5, KDTA und gegebenenfaUs NaCH. Kin besonders bevorzugter 
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PuOTer, insbcsondere zur Aufnahnie von Sluhlprohen, enlhalt 500 mM TVis-HCI pH 9, 50 mM KDTA und 10 niM NaCI. 

AuBerdein kann das erfindungsgeniaBe "Reagen/nenkiL auch Hilfsslofie wie Enzyme und andere Miliel /.ur Manipula- 
tion von Nuklcinsaurcn cnthaltcn, z. B. mindcstcns cincn Amplifikatioosprimcr und zur Amplifikatioo von Nuklcinsau- 
rcn gocignctc Knzymc, z. B. cine Nuklcinsaurcpolymcrasc odcr/und mindestens cine Rcstriktionscndonukicasc. 
5 Die Primer zur Amplification von Nukleinsauren stammen zweckmaBigerweise aus den zu analysierenden Genen, 
d. h. beispielsweise aus Onkogenen oder/und Tumorsupressorgenen. Zur Amplifikation von Nukleinsauren geeignete 
Enzyme und Restriklionsendonukleaseo sind bekannt und koininerziell erballlich. 

Weilerhin soil die vorliegende Erfindung durch das nacbfolgende Beispiei erlaulert werden. 

10 Bcispicl 

Analyse von DNA aus Stuhlprohen 

lis wurden folgcndc Adsorptionsmatrizcn gctcstct: Immobilisicrtcs lUndcrscrum- Albumin (RSA), Cellulose und Kar- 
L5 toffclstarkc (allc von Sigma, Miinchcn, Dli) und Kartoffclmchl (Ilonig, Postbus 45, 1540 AA Koog a/d Zaan, NL), bci 
dein es sich ini wesentJiehen uni cine unlosliche Mischung aus Cellulose, Starke, T Jpiden und Sal/.en handelL 

Mensehliche Sluhlprohen wurden gesainmell, eingefroren und bei -80 to C aufbewahrt. 200 nig SLuhl wurden in 600 ul 
Stuhl-Loscpurfcr (SLP: 500 mM Tris-HCl pH 9,0, 50 mM EDTA, 10 mM NaCI) homogenisicrt. Zu jewcils 1/4 des Ho- 
mogenats wurden 200 pi SLP mit 100 mg dcr jcwciligcn Adsorptionsmatrix gegeben. Die Mischung wurdc heftig vcr- 
20 mischt und zwcimal bci 500 x g bzw. 13000 x g filr jewcils 5 min zur Prazipitation von Baktcricn und andcrcn Vcrunrci- 
nigungen zentrifugicrt. Nach Bchandlung des klarcn tJbcrstands mit Proteinase K in cincr Konzcntration von 2,5 mg/ml 
wurde die DNA unler Verwendung einer DNA-Spinsaule (Qiagen, Hilden, DE) gereinigu, die /.ur DNA-Reinigung aus 
BluL und Gewebe geeignel isL Die Siiulenbeladung und WasehschrilJe wunien wie voin Hersieller angegehen, durchge- 
tuhrt. 

25 Die DNA wurdc dann aus dcr Spinsaulc in cincm .Endvolumcn von 150 pi dcstillicrtcn Wasscr ciuicrt und bis zur Vcr- 
wendung bei -20°C aufbewahn. Die Ausbeute an chromosomaler DNA wurde durch Messung der Absorption bei 
260 nm bestimmt 

Alle Praparationen zeiglen vergleichbaxe (jesaml-DNA-Mengen von 15-20 ug. Auf einem analylischen Agarosegel 
waren keine Unierschiede zwiscben der genomischen DNA aus Praparationen mil und ohne Adsorptionsmatrix zu erken- 
30 ncn. Durch Zugabc dcr Adsorptionsmatrix wurdc auch kcinc Krhohuog in dcr Ausbeute dcr cxtrahicrtcn chromosomal cn 
DNA fcstgcstcUt 

Zum Test der Stahilitat der isolierten Nukleinsauren wurde die DNA nach einwochiger Aufbewahrung untersuchL Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 1 gezeigt Die stabilsten DNA-Proben wurden nach \ferwendung von Kartoffelmehl als Ad- 
sorpUorisinairix erballen. 

35 Fur die Amplifizierung durch P(!R wurden 3 pi der gereinigten chromosomalen DNA in einem Gesainlvoluinen von 

50 pi verwendet, das 10 mM Tris-IICl pll 8,3, 50 mM KC1, 1,5 mM/MgCl 2 , 30 pM jewcils dAlT, dCTP, dC'lT 5 und 

dTIP, 400 nM jedes Primers, 100 pg/ml RSA und 0,75 liinhcitcn Taq-Polymcrasc (AGS, Heidelberg, Dli) cnthiclt. 
Zur SensiLiviiaLsbesserung wurden NesLed-PCR-Melhoden (vgl. Jackson eL al., (191)1), in McPherson, NJ. Quirke, P 

Taylor, G.R. (Hrsg.), PCR-A Practical Approach, Ox font University Press) unler verwendung von Bioun-inarkierlen 
40 Nested-Priinem duxehgefubrl. Eine PCR von in Abwesenheit einer Adsorpdonsmairix gereinigien DNA-Proben war 

vollslandig blockien. Durch Zusalz von RSA, Cellulose oder KariolTebUirke als Adsorpiionsniairix konnlen leilweise re- 

produzicrbarc PCR-Krgcb nissc cxhaltcn werden (l^bcllc 1). 

Kjcproduzicrbarc PCR-lirgcbnissc in alien zchn analysicrtcn Probcn wurden bci Verwendung von KartoffcLmcbl als 

Adsorptionsniatrix erhallen. Die PCR-Fraginenle waren /ur Verwendung bei der Helenxiupl ex analyse und auch /.ur di- 
45 rekLen Sequen/.ierung geeignel. Hier/.u erfolgle eine Preparation von einzelslriingiger DNA unler Verwendung von 

Strcptavidin-gckoppcltcn Magnctbeads (Dynal, Hamburg, DE) gcmalS den Angabcn des Hcrstcllcrs. 
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TABKTXR 1 : Eigensehaflen von nuklearer DNA aus Sluhl 



Matrix 



Verlust* PCR* 
80 % 0 



RSA 60 % 3 

Cellulose 60 % 4 

Kartoffelst&rke 60 % 4- 

Kartof felmehl < 5 % 10 



a Der DNA- Ver lust durch Abbau wurde nach Aufbewahrung fur 1 Woche 
bei - 20 °C durch analytische Agarosegelelektrophorese und 
spektrophotometrische Analyse geraessen. ^ 

b Es wurde eine PGR von DNA aus zehn verschiedenen Stuhlproben 
durchgefuhrt . Es 1st die Anzahl von Proben angegeben, die durch 
PCR analyaierbar war en. 

Pale nian s priiehe 

35 

1. Vcrfahrcn zur Rcinigung, Stabilisicrung oder/und Isolicrung von Nuklcinsaurcn aus biologischcn Materialmen, 
dadurch gekennzeichnet, daB man cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe aus biologiscbcn Match alien cine Ad- 
sorptions™ alrix /.usel/X, die tlerarl be sc ha (Ten isL» daB sie Verunreinigungen, die y.ur Schadigung von Nukleinsauren 
fuhren <xier/und die Durchfuhrung en/yinaiischer Reaktionen verhindem oder/und en/.ymalische Reaklionen hem- 
men, binden kann, und anschlieBend die Nukleinsauren gegebenenfalls von gebundenen Verunreinigungen ab- 40 
trennl. 

2. Vcrfahrcn nach Anspruch 1, dadurcb gckcnnzcichnct, daB man cine Adsorptionsmatrix auf Kohlcnhydratbasis 
zusctzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, tladurch gekenn/eichnel., daB man eine Adsorptionsitialrix /.usely.1, die a- oder/und 
p-glykosidisch verkniipfie KohlenhydraLe enlhalL 4S 

4. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspriichc 1 3. dadurch gckcnnzcichnct, daB man cine Adsorptionsmatrix verwendet, 
die Starke, (Cellulose odcr Mischungcn davon cnthalt 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 -4, dadurch gekennzeichnet, daB man als Adsorption matrix ein Mehl aus 
Gctrcidc, Krbscn, Mais, Soja, Kartorfcln odcr licstandtrile daraus odcr Mischungcn davon verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn/eichnel, daB man KarLoftelnieht oder BesiandLeile daraus verwen- 50 
del. 

7. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspriichc 1 6, dadurch gckcnnzcichnct, daB man cine Adsorptionsmatrix auf Kob- 
lcnhydratbasis zusammcn mit loslicbcn Bcstandtcilcn aus Mchlcn verwendet 

8. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB man die Adsorptionsmatrix in einem 
Gewichtsanteil von 0,05 : 1 his 100 : I beztigiich der Nukleinsauren enthaltenden Probe zusetzt 55 
°. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 8, dadurch gekennzeichnel, daB die Nukleinsauren enthaliende Probe 
aus Ciewebea, Knochemnark, Korperflussigkeiten, Pflanzen. Pflanxenteilen und -exlrakten. Mikroorganismen, fos- 
silcn Proben, Uodcnprobcn, Klarschiamm, Abwasscm, l akaiicn und Lcbcnsmittcln stammL 

10. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspriichc 1 9, dadurch gckcnnzcichnct, daB die Nuklcinsaurcn cnthaltcnde Probe 

als Verunreinigungen Suhstanzen mit Nukleinsauren schadi gender oder/und enzymatische Reaktionen hemmender 60 
Wiricung enthSlt. 

11 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren enthaliende Probe 
als Verunreinigungen Abbauprodukle von Hiimoglobin oder/und Gallensauren oder Salze davon enlhiill. 

12. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspriichc 1-11, dadurch gckcnnzcichnct, daB man die Probe aus biologiscbcn Ma- 
terialmen vor dein Zusal/. der AdsorplionsniaLrix in einer Pufieriosung aufninunL 65 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn/eichnel, daB sich an die Tsolierung eine en/.ymalische Manipu- 
lation dcr Nuklcinsaurcn anschlicBt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurcb gekennzeichnet, daB die enzymatische Manipulation eine Ainplifikaiion 
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oder/und eipeRestriku'onsspaJlung unifafil. 

io.Ionf tTw^"- AnS P™° h ™- gekenn^ichneu clafi die Amplication durch PGR (Polymerase Chain 

Reaction), LC.R (Ligasc Chain Reaction), NASBA (Nucleic Acid Base .Specific Amplification) odcAsR (Self Su- 
stained Sequence Replication) crfolgL * 

s 16. WendungeinesVerf^ 1-15 zur Analyse, zum Nachweis oder zur Tsolierunff 

von Nuklemsauren aus Stuhlproben. * 
17. Verwendung nach Anspruch 16 zuin Nachweis von DNA-Mutalionen. 

18 Venvendung nach Anspruch 16 oder 17 zur Analyse, zuin Nachweis oder zur Isolierung nuklearer eukaryomi- 
schcrNuklcinsaurcn. e 7 

io 19. Vcrwcndung nach Anspruch 18 zur Diagnostic von 'lumorcn des Vcrdauungstrakts, insbesondcre von Pan- 

ic neas- oder narmtumoren. 

un[ereuchL nClUng Ans I >rucn l9 ' ^^h gekennzeichnet daB man Onkogene oder/und Tumorsuppressorgene 
21. Vcrwcndung nach Anspruch 18 zur Untcrsuchung von llcrco und Pflanzcn. 
L5 22. Vcrwcndung nach Anspruch 16 zum Nachweis mikrobicllcr oder viralcr Nuklcinsaurcn 

23. Verwendung nach Anspruch 22 zur Diagnostik baklerieller und viralcr Tnfeku'onen. 

24. ReagenynenkiLx.urReinigung und Slabiiisierung von Nuklcinsaurcn aus biologischen MaLerialien, umfassend- 

(a) cincn zur Aurnahmc cincr Nuklcinsaurcn cnthaltcndcn Probe gccignctcn Puffer und 

(b) cine Adsorptionsmatrix, die dcrart beschaffen ist, dali sic Vcrunrcinigungcn, die zur Schadigung von Nu- 
klcinsaurcn flihrcn oder/und die Durchfuhrung enzymatischer Rcaktioncn vcrhindem oder/und enzymatische 
Rcaktioncn hemmen, binden kann. 

25. Reagenzienkhnach Anspruch 24, zusalzlich unifassend Mitiel zur weUeren Reinigung von Nukleinsauren 

26. Reagen/ienkunach Anspruch 25, dadurch gekenn/cichnei, daB die Millel /.ur weileren Reinigung von Nukle- 
insauren mincralischc oder/und organischc Tragcr sowic gcgcbcncnfalls Losungcn, Hilfsstolfc oder/und Zubchor 

25 umrasscn. 

27. Reagenzienldt nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager mineralische Bestandteile airs poro- 
sen oder nicht-ponftsen Metalloxiden oder Metal! mi schoxiden, Silicagelen, Materialien auf Basis von Glasern oder 
Quarz, Zeohlhen oder Misehungen da von enlhall. 

28. Reagenzienkit nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager organise Bestandteile aus aesebe- 
30 ncnralls modifizicrtcm Latex, synthctischen Polymcrcn oder Misehungen davon cntbalL 

29 Rcagcnzicokit nach cincm der Anspriichc 26 28, dadurch gekennzeichnet, daB der Tragcr in Form von Parti- 
keln mtt einer mittleren GroBe von 0, 1 urn bis 1 000 urn vorliegt. 

30. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 26-29, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager Poren mit einer mitt- 
leren GroBe von 2 uin bis KXX) urn aufweisL 

3 1 . Reagenzienkil nach einem der Anspriiche 26 29, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager in Form loser Schiil- 
tungen von Partikcln, l-iltcrschichtcn, Mcmbrancn, Gcwcbco, 1 'ascra oder 1-rittcn vorliegt 
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